
































Staphylococcus aureus  (MRSA) and multidrug‐resistant Pseudomonas aeruginosa  is  troublesome with 
current antibacterial  therapies. Due  to  this,  there  is an  increased demand  to create new  therapies 
against  resistant  infections.  Combination  therapies  or  alternatives  to  antibiotics  are  being 
investigated as new treatments against drug‐resistant bacterial infections [1].   
Antimicrobial peptides (AMPs) have emerged as promising antimicrobial agents and could be 






membrane permeability, providing  increased access  to  the bacterial  inner compartment  for other 













biguanide  [7].  Therefore,  the  current  study  aimed  to  evaluate  the  synergy  between  different 











Cefepime  Ciprofloxacin  Mel4  Melimine  Protamine 
g/mL  g/mL  g/mL  g/mL  g/mL 
S. aureus 31  2  1  125  125  250 
P. aeruginosa 6294  1  1  250  250  1000 












outside  the  range  (FIC  =  0.56).  There  was  no  synergy  between  AMPs  and  the  4th  generation 
cephalosporine  cefepime.  For  S.  auerus  31  only,  there  was  synergism  between  cefepime  and 
ciprofloxacin. None of the combinations resulted in antagonism between the antibiotics or AMPs (FIC 
> 4.0). 
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3. Discussion 
This study demonstrated  that  the AMP melimine and  the  traditional antibiotic ciprofloxacin 
were synergistic with P. aeruginosa strains including a multidrug‐resistant strain. Furthermore, there 
was  synergy  for  the  S.  aureus  strain  studied  only  between  ciprofloxacin  and  the  4th  generation 
cephalosporin cefepime. No other combinations were synergistic, but none were antagonistic. The 
AMP melimine  is  known  to  interact  and destabilize  both  the  outer  and  inner membranes  of P. 










and  so would  likely  inhibit  the  functioning  of  the  efflux  pumps. The  combination  of Mel4  and 
ciprofloxacin did not reach the cut‐off for being considered synergistic, although the FIC was 0.56. 
Perhaps Mel4 does not cause as much membrane depolarization as melimine. Melimine is longer and 






ocular  infections  [17]. Melimine has  a different mode of  action  against S.  aureus  compared  to P. 
aeruginosa [13]. While melimine depolarizes the membrane of both P. aeruginosa and S. aureus, the 
depolarization with S. aureus does not induce immediate cell death as it does with P. aeruginosa [13]. 





act of cell wall  synthesis. While  there was no  synergy,  there was also no antagonism  (FIC > 4.0) 
suggesting that both agents work separately. Two other AMPs, DP7 and CLS001, were generally not 
able to synergize with the ‐lactam antibiotic amoxicillin in S. aureus or P. aeruginosa [18], and two 
other  AMPs,  FA1  and  Pin2  [G],  were  not  able  to  synergize  with  the  ‐lactams  amoxicillin  or 
ceftriaxone in Klebsiella pneumoniae [19]. Furthermore, using the strict definition of FIC that is used in 
the current manuscript, none of a series of 20 AMPs could synergize with carbenicillin in P. aeruginosa, 
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strain  that was  tested  for  its  sensitivity  to melimine  and  ciprofloxacin  only. The  sensitivity was 
determined by measuring the MIC using the microtiter broth dilution method based on the protocol 
of  the Clinical  and Laboratory  Standards  Institute  (CLSI)  [25]. Briefly,  the  bacterial  strains were 








NY,  USA).  Afterward,  the  bacterial  suspension  was  added  to  the  wells  containing  varying 
antimicrobial  agents. Wells with microorganisms  but without  antimicrobial  agents  acted  as  the 







P.  aeruginosa  6294  and  S.  aureus  31,  and  then  the  activity  of  the  combination  of melimine  and 
ciprofloxacin was tested using the drug‐resistant strain P. aeruginosa 37. Synergy was determined by 
measuring  the FIC using a  checkerboard  synergy assay. Bacterial  strains were grown  in Muller–
Hinton broth (MHB; Oxoid, Basingstoke, UK) and then resuspended in MHB+ to 2 × 105 CFU/mL. All 
antimicrobial agents were dissolved in MHB+ at 16 × MIC and then each antimicrobial combination 








𝐹𝐼𝐶 𝑖𝑛𝑑𝑒𝑥 ൌ 𝐹𝐼𝐶 𝐴 ൅ 𝐹𝐼𝐶 𝐵 ൌ  𝑀𝐼𝐶஺
஼௢௠௕௜௡௔௧௜௢௡ 
𝑀𝐼𝐶஺௔௟௢௡௘ ൅  
𝑀𝐼𝐶஻஼௢௠௕௜௡௔௧௜௢௡ 
𝑀𝐼𝐶஻௔௟௢௡௘   




This  study  showed  that  the  combination  of  the  AMP melimine  and  ciprofloxacin worked 
synergistically against two strains P. aeruginosa. The smaller AMP Mel4 and ciprofloxacin was not 
synergistic with P. aeruginosa, but the FIC was only slightly higher (FIC = 0.56) than the synergy cut‐
off  (FIC  ≤ 0.5). Most other combinations showed no  interactions, but none were considered  to be 
antagonistic. Further studies are required to determine the mechanism of synergy between AMPs 
and antibiotics.   
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